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фективностью лечения хеликобактериоза. 
Тест «Руопзеё Огу» можно использовать 
для помощи в диагностике инфицирования 
Н. руоп как экспресс-метод. Мы счита- 
ем, что коммерческие иммунологические 


ЗОММАКУ 


тест-системы «ИммуноКомб П Н.руюп 
1©С» и «Ру|опзе{ Оту», которые разработа- 
ны для определения антител к Нейсофасег 
руот у человека, можно рекомендовать 
для аналогичного исследования у обезьян. 
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ВЫЯВЛЕНИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ 


НЕКРОБАКТЕРИОЗА 


СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ ЖИВОТНЫХ ®› 
С ПОМОЩЬЮ ГНЕЗДОВОЙ ПОЛИМЕРАЗНОИ 


ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 


Некробактериоз — широко распростра- 
ненное инфекционное заболевание, кото- 
рым болеют все виды животных и птиц, 
а также и человек. Первичным агентом в 
возникновении данного заболевания явля- 
ется РЕизоБамептит песторйогит - грамот- 
рицательная, полиморфная, неподвижная 
палочка, растущая в строго анаэробных 
условиях, не образующая спор и капсул. 
Болезнь причиняет экономический ущерб 
из-за снижения многих показателей, в том 
числе молочной продуктивности на 5-25%, 
интенсивности роста на 15-25% [1-3]. 

Основным способом лабораторной 
диагностики некробактериоза крупного и 
мелкого рогатого скота в настоящее вре- 
мя является бактериологическое исследо- 
вание: микроскопия мазка, посев на пита- 


тельные среды, биопроба на лаборатор- 
ных животных. Эти методы диагностики 
имеют свои минусы. Так, из очагов пора- 
жения наряду с РизоБамептит песторйогит, 
обладающей вирулентностью, выделяют и 
невирулентные биотипы: Ризофачметит 
рзеидопесторйотит, находящиеся в руб- 
це, а также атипичные формы, которые 
никогда не вызывают заболевание, но по 
морфологическим признакам очень схожи 
с вирулентными вариантами. Одновремен- 
но в больших количествах выделяется со- 
путствующая микрофлора: стафилококки, 
стрептококки, микрококки, картофель- 
ная, кишечная палочки и другие микроор- 
ганизмы. Поэтому выделить возбудителя 
заболевания сложно. В целом на постанов- 
ку диагноза затрачивается 12—16 суток, а в 
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случае значительного обсеменения биоло- 
гических образцов вульгарной микрофло- 
рой это время увеличивается на 6-10 дней. 

В настоящее время наиболее чувстви- 
тельными и специфичными признаны ме- 
тоды, основанные на выявлении фрагмен- 
тов генома возбудителя в биологическом 
материале с помощью полимеразной цеп- 
ной реакции. Этот метод позволяет обна- 
ружить возбудителя при очень низких его 
концентрациях и сократить сроки диагнос- 
тических исследований в 8-10 раз в сравне- 
нии с бактериологическими методами. 

Материал и методы 

Биологические образцы для исследо- 
ваний отбирали по клиническим показа- 
ниям: хромота, язвы между пальцами с се- 
рым налетом и неприятным запахом, сви- 
щи в копытном роге с гнойным истече- 
нием или без него. Выделение культур Е 
песторйотит проводили согласно «Мето- 
дическим указаниям по лабораторной диа- 
гностике некробактериоза животных» [4]. 
Также в своей работе использовали куль- 
туры Ё песгорйогит, выделенные от жи- 
вотных из разных регионов Западно-Си- 
бирского и Приволжского округов сотруд- 
никами лабораторий по изучению некро- 
бактериоза животных ГНУ ИЭВСиДВ 
СО Россельхозакадемии и Всероссийско- 
го научно-исследовательского ветеринар- 
ного института (ВНИВИ, г. Казань) и пе- 
реданные в лабораторию генной инжене- 
рии ИЭВСиДВ. В качестве известных ис- 
пользовали культуры Ё песторйотит № 
3430 и № 2, выделенных соответственно во 
ВГНКИ и ВИЭВ. 

Для проверки специфичности поли- 
меразной цепной реакции использова- 
ли референтные штаммы ЁЕзсйейсша сой 
АТСС 25922, 5терососсиз руовепес (гр. А), 
5арйуюсоссиз аитеиз АТСС 25923, Риеиз 
ушватб (полевой штамм), ВасШи$ зиБиИ5 
ТНП-3, $топейа аиБйи 373 315/52, пред- 
ставленные сотрудниками лаборатории по 
изучению болезней молодняка ГНУ ИЭВ- 
СиДВ. 

Выделение геномной ДНК возбудите- 
ля из биологических образцов проводили 
в двух вариантах: в первом - депротеини- 
зацию суммарной ДНК проводили с по- 
мощью протеиназы К (10 мг/мл) с после- 
дующей экстракцией смесью фенол-хло- 
роформа (1:1) и осаждением этанолом, во 
втором - для депротеинизации использова- 
ли 10% раствор СТАВ. 

В своей работе мы исходили из того, 
что многие факторы патогенности коди- 
руются генами, входящими в состав мо- 


бильных генетических элементов, к кото- 
рым относятся транспозоны, характерные 
для данных вариантов патогенных микро- 
организмов. Поэтому определение после- 
довательностей и синтеза олигонуклеотид- 
ных праймеров проводили по алгоритму 
выравнивания последовательностей ДНК 
транспозонов в программах АНготеш 
Зегусе \.4.0 и СЕМСМЕЕК [5$], а для анализа 
праймеров по уровню свободной энергии 
использовали программу ОШСО 4.0. Хи- 
мический синтез специфических и произ- 
вольных праймеров был осуществлен ами- 
дофосфитным методом на автоматичес- 
ком синтезаторе А$М-1020 (В1юо5зе{ Гда, 
Новосибирск) в отделе химии природных 
соединений ГНЦ ВБ «Вектор». Постанов- 
ку полимеразной цепной реакции осущест- 
вляли на амплификаторах «Бис» М-105 
(Новосибирск) или «Терцик» (Москва). О 
результатах судили по размеру синтезиро- 
ванного фрагмента к ДНК, мигрирующего 
в 0,8%-м геле агарозы при силе тока 35—40 
МА в течение 30-40 мин. Маркером служи- 
ла ДНК РОС 18, гидролизованная эндонук- 
леазой АГ. Документирование получен- 
ных результатов проводили с помощью 
цифровой фотокамеры, секвенирование 
ампликонов - по двум цепочкам ДНК, ис- 
пользуя общепринятые методики Т. Мани- 
атис, Э. Фрич, Д. Сэмбрук и Максама-Гил- 
берта [6,7]. 
Результаты исследований 

Нами была сконструирована тест-сис- 
тема по выявлению геномной ДНК виру- 
лентных штаммов Ё ипесторйогит зиБ5р. 
песторйотит с помощью специфических 
олигонуклеотидных праймеров в гнездо- 
вой полимеразной цепной реакции. С этой 
целью были синтезированы две пары оли- 
гонуклеотидных праймеров, комплемен- 
тарные ДНК в области, характерной для 
вирулентных штаммов РизоБамейит и от- 
сутствующей в сопутствующей микрофло- 
ре, такой, как стафилококки, стрептокок- 
ки, микрококки, кишечная палочка. С по- 
мощью наружных праймеров № 11 и № 22 
в ПЦР синтезировали больший фрагмент. 
Вторую пару праймеров № 011 и № 022 
применяли для синтеза меньшего фраг- 
мента, структурно входящего в больший. 
Анализы считали положительными, если 
размер первого и второго ампликонов со- 
ответствовали ожидаемым размерам соот- 
ветственно 558 и 289 н.п. 

Из результатов исследований, при- 
веденных в табл. 1, следует, что положи- 
тельные анализы продуктов ПЦР полу- 
чали только тогда, когда в качестве мат- 
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Таблица 1 
Результаты исследований на специфичность праймеров тест-системы 
ПЦР с праймерами 
№ п/п Наименование культуры 
наружными внутренними 
1 З{арВу!ососси$ аигеиз Отрицательно Отрицательно 
2 З{арБу!ососси$ аЪи$ | Отрицательно Отрицательно 
3 Зерюсоссиз руозепез | Отрицательно Отрицательно 
4 Знерюсосси$ ерЧеги! $ | Отрицательно Отрицательно 
5 Езсве а соН | Отрицательно Отрицательно 
6 ЗацпопеПа а На | Отрицательно Отрицательно 
7 Рго{еи$ ушШеан$ | Отрицательно Отрицательно 
8 «Чик»» ГНУ ИЭВСиДВ Положительно Положительно 
9 Е песгорвогит, ВИЭВ-1 | Отрицательно Положительно 
10 Е песгорвогит, ВИЭВ-2 | Отрицательно Положительно 
11 Е песгорвогит, ГНУ ИЭВСиДВ | Отрицательно Положительно 
12 Дистиллированная вода | Отрицательно Отрицательно 


рицы использовали ДНК возбудителя Е 
песторйогит зиБ5р. песторйогит. Анали- 
зы были отрицательными, когда исполь- 
зовали ДНК Е. сой, $терюсосси$ руовепез, 
5арйуюсоссиз аигеиз, Ргоеиу ушват5, В. 
5ирий5, Затопейа аибБйи. 

Расчет концентрация ДНК осущест- 
вляли по Т. Маниатис, Э. Фрич, Д. Сэмб- 
рук [6], ставя ПЦР с контрольной ДНК Е 
песторйогит. Чувствительность разрабо- 
танного способа гнездовой ППР для диа- 
гностики некробактериоза составила 12,0 
пг/мкл суммарной ДНК. 

Проведенные ранее нами исследования 
позволили установить, что синтезируемый 
больший фрагмент ДНК Е песторйогит в 
558 н.п. является транспозоном, кодирую- 
щим синтез фермента транспозазы и отно- 
сится к мобильному району, содержащему 
факторы патогенности [8, 9]. Эксперимен- 
ты с данной диагностической тест-систе- 
мой для выяснения ее специфичности по- 
казали, что положительные анализы про- 
дуктов ПЦР получали только тогда, ког- 
да в качестве матрицы использовали ДНК 
Епесторйогит 5иБ5р. песторйогит. Анали- 
зы были отрицательными, когда исполь- 
зовали ДНК Е р5еидопесторйогит и других 
бактерий. 

Затем были проведены испытания дан- 
ной диагностической тест-системы в срав- 
нении с бактериологическими и биологи- 
ческими методами исследования одних и 
тех же образцов патологического матери- 
ала, отобранного от животных, подозрева- 
емых в заболевании некробактериозом. 

С этой целью поступившие для иссле- 


дования пробы биоматериала делили на 
две части и нумеровали однозначными но- 
мерами-шифрами. Одну часть образцов ис- 
следовали в лаборатории некробактериоза 
животных согласно «Методическим указа- 
ниям по лабораторной диагностике некро- 
бактериоза» (Москва, ГУВ Тосагропрома 
СССР, 01.06.1987 г.). Другую часть этих же 
образцов под номерами-шифрами переда- 
вали в лабораторию генной инженерии, где 
проводили исследования с помощью гнез- 
довой ПЦР согласно разработанному вре- 
менному наставлению с использованием в 
качестве контролей культур РизоБачетит 
песторйогит: ВИЭВ-1, ВИЭВ-2, ГНУ ИЭ- 
ВСиДВ и дистиллированной воды. Соглас- 
но результатам комиссионного испыта- 
ния, приведенным в табл. 2, представлен- 
ная для апробации тест-система гнездовой 
ПЦР для выявления ДНК патогенных Е 
песторйогит обладает высокой специфич- 
ностью и превосходит метод бактериоло- 
гического исследования по времени, затра- 
чиваемому для выявления возбудителя за- 
болевания в 4-10 раз. 

Проводя исследования, мы обрати- 
ли внимание на то, что в большинстве 
случаев, где были животные с хроничес- 
ким инфицированием Е песторйогит, ви- 
зуализируется только внутренний фраг- 
мент ДНК после использования двух пар 
праймеров. Исключение составляли слу- 
чаи острого заболевания некробактерио- 
зом (без медикаментозного вмешательс- 
тва), при которых после проведения ПЦР 
с наружными праймерами визуализиро- 
вался больший фрагмент. Однако после 
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Таблица 2 
Результаты межлабораторных комиссионных исследова- 
ний биологических образцов на некробактериоз 
Бактериологическое и био- ППР 
№ р логические исследования с праймерами 
проб Исследуемый материал | питатель- получена чис- 
ные среды тая культу- |наружные | внутренние 
и биопроба ра от мышей 

1 |Фаланга 1 + + г + 
2 |Фаланга 2 + - _ + 
3 |Епесгорв. из коллекц. + - = + 
4 |Костн. мозг фаланги + + + + 
5 | Абсцесс печени 1 + = Е = 
6 | Абсцесс печени 2 + = — ==. 
7 |Абсцесс печени 3 + + = = 
8. |Епесг. лиоф. ВИЭВ-1 + н/и — + 
9 |Епесг. лиоф. ВИЭВ-2 + н/и = + 
10 |Фаланга 3 + - и + 
11 |Кровь фаланги + - м + 
12 |Фаланга 4 + — + 
13 |Фаланга 5 + _ + 
14 | Абсцесс мышц + _ _ + 
15 |Некрот. очаг от мыши + - _ + 
16 |Епесгорв. + + 2 + 
17 |Биоматериал от мыши + - + + 
18 | Стенка рубца _ = — = 
19 | Содержимое рубца _ _ 2 в 
20 |Фаланга 6 = ве 

21 |Фаланга 7 = = 

22 |Фаланга 8 _ _ 

23 |Копытцевый рог = = = = 
24 |Навоз - = = = 
25 |Фаланга 9 + + м 

26 |Фаланга 10 + + = 


Примечание: н/и — не исследовали «+» — наличие Е песгорвогат, «—» — отсутствие Е пес- 


торВогат 


нескольких пассажей на печеночной сре- 
де культуры РизоБаметит утрачивали 
это качество и визуализировались толь- 
ко после проведения дополнительно ПЦР 
с внутренними праймерами. Это ориенти- 
ровало на малое число копий тестируемо- 
го фрагмента в полной последовательнос- 
ти ДНК Ризофасепит песторйогит зиБ5р. 
песторйогит. 

По результатам испытаний были раз- 
работаны инструкция по применению 
тест-системы для выявления Ризорацейит 


песторйогит зиБзр. песторйогит методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с по- 
мощью гнездовых праймеров и техничес- 
кие условия. Тест-система успешно прошла 
государственные комиссионные испыта- 
ния в 2005-2006 гг. 
Заключение 

В результате выполненной работы 
диагностическая тест-система, обладаю- 
щая специфичностью и позволяющая с 
помощью гнездовых праймеров полиме- 
разной цепной реакции выявлять из био- 
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ПРОБЛЕМЫ ПРИКЛАДНОЙ НАУКИ 


логических образцов патогенный био- 
тип РизоБацетит песторйогит  5иБ5р. 
песторйогит. На данную тест-систему, 
прошедшую государственные испыта- 
ния, были получены нормативные доку- 
менты: «Инструкция по применению тест- 
системы для выявления РизоБацейит 
$ЗОММАВУ 


песторйогит зиБзр. песторйотит методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с по- 
мощью гнездовых праймеров» и Техничес- 
кие Условия на эту тест-систему ТУ 9388- 
001-05095732-2006 (Россельхознадзор, ре- 
гистр. № ПВР-1-2.6/01846 от 20 февраля 
2007 года). 


ТВе свагасбе5с оЁ Ше 4деуеоре4 {е$ - зузфет Гог геуеаНаз Еизофасегиит песгорвогит зибзр. песго- 
рвогит Бу а шефо4 р!ушегазе сВаш геасбоп (РСВ) уйВ Ше Вер пезе4 ргйпегс. 
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ПАТОМОРФОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ВНУТРЕННИХ ОРГАНОВ КРЫС ПРИ ОСТРОИ 
И ХРОНИЧЕСКОЙ ИНТОКСИКАЦИИ 


ИВЕРТИНОМ 


Введение 

В практике регистрировались случаи 
отравления животных разных видов пре- 
паратами ивермектина, но комплексная 
дифференциальная диагностика затрудне- 
на, так как морфологические исследова- 
ния при данном токсикозе животных не 
проводились. В связи с ограниченным ко- 
личеством сведений о структурных изме- 
нениях внутренних органов животных при 
применении ивермектина, проведение па- 
томорфологических, гистологических и 
морфометрических исследований на лабо- 
раторных крысах при острой и хроничес- 
кой интоксикации ивертином является ак- 
туальным. 

Ивертин (ГУуегИпит) — противопара- 


зитарный препарат, содержащий в качес- 
тве действующего вещества ивермектин. 
Ивермектин — первый синтезированный 
авермектин, который в структурном отно- 
шении представляет собой смесь 22, 23-ди- 
гидроавермектинов В1Ла и В1в, и обладает 
выраженным действием на паразитичес- 
ких нематод, членистоногих и их личинок. 

Цель работы - выявить характер и сте- 
пень выраженности морфологических из- 
менений во внутренних органах лабора- 
торных крыс при острой и хронической 
интоксикации ивертином. 

Материалы и методы исследования 

Патоморфологические исследования 
на теплокровных животных проводили на 
базе кафедры патологической анатомии, 
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